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INTRODUCCION

Los acidos grasos volatiles constituyen un grupo de acidos mo-
nocarboxilicos, de bajo peso molecular y caracterizados por ser arras-
trables en corriente de vapor de agua.

Caracteristicos de las grasas de leche de mamiferos, actualmen-
te se ha demostrado su existencia en otras numerosas fuentes, tanto
como acidos libres, como combinados.

Para su identificacion y determinaciéon se han empleado diversos
procedimientos desde los clasicos indices de Polenske y Reichels
Meisl, hasta las diferentes técnicas cromatograficas: papel, capa fina,
columna y cromatografia gaseosa. En la actualidad el método de elec-
cion es la cromatografia gaseosa que presenta sobre las anteriores
una mayor resolucién y sensibilidad, ademas de poseer una mayor
exactitud y reproductibilidad. En este trabajo describimos la técnica
empleada por nosotros, para la identificacion y determinacién de aci-
dos grasos volatiles, en muestras de origen animal.

MATERIAL Y METODOS

a) Aislamiento de los dacidos grasos

El aislamiento de los acidos grasos se realiza por destilaciéon en
corriente de vapor, en el dispositivo de la grafica n.° 1. Consta de un
matraz de cuello corto de un litro de capacidad y boca esmerilada
45/40 y una lateral, 14/23. En esta ultima se ajusta una llave de
paso con un macho, 14/23, y por el otro lado, terminado en oliva,
para unirle, un tubo de goma que lleve al fregadero.
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El recipiente de destilacién ajusta en su centro con un macho, 45/40,
a la boca del matraz y en su parte superior estd terminado en una
hembra, 14/23, que permite wnirle mediante las piezas adecuadas
a un refrigerante de destilacion. Esta pieza central tiene un orificio
lateral por debajo del esmerilado macho, unido a un tubo de vidrio
de 2 mm de luz que termina en el fondo del recipiente.

Todo el conjunto va montado sobre una manta calefactora regu-
lable. En el matraz se coloca agua destilada suficiente para cubrir
el nivel del liquido contenido en el recipiente interior y se calienta
hasta hervir con la llave lateral abierta. Cuando la ebullicidén esta
regularizada se cierra la llave, con lo que se obliga al vapor de agua
a pasar por el tubo de vidrio y barbotear en el liquido problema,
iniciandose el arrastre de las acidos grasos que se condensan en el
refrigerante, recogiéndose a la salida de este en un matraz aforado.

Para que los acidos grasos estén como tales, el pH del medio
ha de ser inferior a 3, por lo que, antes de iniciar la destilacion, se
agrega suficiente acido fosférico concentrado.

La neutralizacion del destilado o fraccion alicuota del mismo,
con hidréxico soédico n/10 en presencia de fenoltaleina, nos da la
acidez total de los 4cidos grasos volatiles solubles.

En algunos casos pueden aparecer en el destilado sustancias vo-
latiles neutras que no estorban a la determinacion de la acidez total,
pero si en la cromatografia gaseosa. En este caso, el destilado neu-
tralizado a la fenoltaleina se evapora a sequedad a 70°C, se disuelve
en 5 ml. de agua destilada y en un dispositivo de pequefias dimen-
siones, se destila sobre 2 ml. de acido fosférico concentrado, reco-
giendo los 5 ml. en el destilado. Esta segunda destilacion permite
concentrar el destilado primero que debe de ser de 15-20 veces mas
que el volumen del problema.

Los acidos grasos libres, en soluciéon acuosa, en 1.* 6 2.* destila-
cién, se encuentran en condiciones de ser inyectados en el croma-
tografo.

b) Cromatografia gaseosa

Se utiliza un cromatégrafo Carbo Erba, modelo Fractovap 2.200,
equipado con detector de ionizacién de llama. Las condiciones expe-
rimentales empleadas son las siguientes:
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Temperatura del bloque de inyeccion 250°C

Temperatura del detector 200°C

Temperatura de la columna 180°C

Flujo de nitrégeno (gas portador) 60 ml/minuto

Flujo de hidrégeno (gas combustible) 40 ml/minuto

Flujo de Aire (gas carburente) 100 ml/minuto
Atenuacion en el electrometro 1.000 x 16

Entrada al registrador 1 mV/anchura del papel

determinacion tiempos
Velocidad del registrador retencion 0,5 cm/minuto
otras medidas 0,1 ecm/minuto
Columna: Poropak Q silanizado, 100-120 mallas con el 1% de acido
fosforico.

Dimensiones de la columna de vidrio: 0,6 cm. X 2 metros.

c¢) Soluciones patrones

A partir de acidos grasos comerciales, destilados en corriente de
vapor y ajustados en el destilado a soluciones N/10, valorando con
sosa en presencia de fenoltaleina. Se comprueba que so6lo dan un
pico en la cromatografia gaseosa.

TABLA 1
Casa

Acido n. de C Estructura Comercial P.M. T.° eb.
Acético 2 lineal, sat. Merck 60,05 118,1
Propiénico 3 lineal, sat. Erba 74,08 141,4
Acrilico 3 lineal, insat. Erba 72,06 141,2
Isobutirico 4 lineal, sat. Riedel 88,10 154,7
Butirico 4 ramif. sat. Riedel 88,10 164,1
Croténico 4 lineal, insat. Koch-Light 86,09 189,0
2-metil-butirico 5 ramif., sat. Fluka 102,13 174
Isovalerianico 5 ramif., sat. Doesder 102,13 176,5
Valerianico 5 lineal, sat. Koch-Light -~ 102,13 186,4
Etil-acrilico 5 lineal, jinsat. Koch-Light 100,11  197-200
Tiglico 5 ramif., inst, NBCo 100,11 198,5
2-metil-valeridnico 6 ramif., sat. Fluka 116,16 193
4-metil-valerianico 6 ramif., sat. Woch-Light 116,16 199,5
Caproico 6 lineal, sat. NBCo 116,16 205.4
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RESULTADOS
TABLA 2
Tiempos de retencion de los dcidos grasos voldtiles
Acido T.R. (m.) Acido T.R. (m.)
|
| Acético 3,10 Isovalerianico 28,06
Propidnico 6,36 Valeridnico 34.30
| Acrilico 7,00 Etil-acrilico 43.20
‘ Isobutirico 11,50 Tiglico 37.24
. Butirico 14,20 2-metil-valerianico 58.00
. Croténico 19,40 4-metil-valerianico 67.00
2-metil-butirico 27,36 Caproico 72,00
TABLA 3
En la mezcla, a concentraciones equimolares, se diferencian los siguien-
tes picos:
T.R. Componentes R, Componentes
3,10 Acético 20,88 2-M-butirico, Isovalerianico
6,50 Propionico, Acrilico 34,20 Valerianico
11,50 Tsobutirico 41,00 Tiglico, Etil-acrilico
14,20 Butirico 64,00 2-M-valerianico, 4-M-valerianico
19.40 Croténico 78.00 Caproico
TABLA 4

Sensibilidad del detector de ionizacién de llama, para los diferentes &acidos
(expresados en nanoequivalentes o microgramos, necesarios para obtener una
altura de pico de 10 mm.)

Acido nano equivalentes microgramos
Acético 6,6 0,36
Propidnico 4,2 0,31
Acrilico 6.0 0,43
Isobutirico 5,0 0.44
Butirico 42 0,37
Craotoénico 9.0 0,77
2-metil-butirico 10.0 1.02
Isovalerianico 13.0 1.32
Valerianico 10.1 1,03
Etil-acrilico 22,9 2,29
Tiglico 21,2 2172
2-metil-valeridnico 188 2,18
4-metil-valeridnico 19.2 2.23
Caproico 28.4 3,29
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TABLA 5

Porcentaje de recuperacion para los diferentes dcidos ensayados en
primera y Segunda destilacion (100 micro. Mol. de cada uno)

Acido 1. destilacién 2.* destilacién
% inicial TomEMd: % ini.
Acético 70,8 93,1 65,9
Propidnico 100.0 95,0 95,0
Isobutirico 100.0 96,9 96,9
Butirico 99,8 92,5 92,3
Crot6nico 100,0 78,8 78,8
2-metil-butirico 94,6 90,2 85,3
Isovaleridnico 100.0 90,8 90,8
Valerianico 100,0 92,0 92.0
Tiglico 99,4 81,0 80,5
2-metil-valerianico 97.8 80,5 78,7
4-metil-valerianico 100.0 81,5 81,5
Caproico 100,0 83,3 83,8
Promedig 96,8 88,0 85,2
DISCUSION

El Poropak @ es uncopolimero poroso del estireno-divinilben-
no inerte, y, que sirve como soporte del acido fosférico, que es el
que actua como fase estacionaria. Por consiguiente, los tiempos de
retencion de los acidos grasos volatiles, en principio, son dependen-
tes de sus respectivas temperaturas de ebullicion. En las condicio-
nes en que nosotros operamos, se obtienen los tiempos de retencion
que se indican en la tabla num. 2, y si se enfrentan a sus respecti-
vas temperaturas de ebullicion, se obtiene la grafica 2, donde puede
observarse que, en la serie de los acidos grasos normales, los tiem-
pos de retencién son funcion de la temperatura de ebullicion de los
mismos. No ocurre asi con los restantes acidos grasos derivados, bien
por ramificacion o insaturacién pues, en relacion a esta funcidn,
tiempo de retencion/temperatura de ebullicién, los ramificados re-
trasan su salida de la columna, mientras que los insaturados, la ade-
lanta. Esto parece indicar que en la separaciéon cromatografica, en
columna de Poropak, ademas de influir la temperatura de ebullicion
del acido graso, influye también su estructura molecular.
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Ademas de los acidos incluidos en la tabla 2, se ha ensayado el
acido formico y los superiores al caproico, caprico, caprilico y lau-
rico. E1 primero tiene un tiempo -de retencion de minuto y medio,
pero apenas es detectado por ionizacion de llama, a las concentra-
ciones en que operamos, con los restantes acidos. Los ultimos tienen
tiempos de retencién mayores que el acido caproico, aunque en mez-
cla, en soluciones equimolares, aparecen en el mismo pico. Se pres-
cinde de ellos pues, aunque destilan algo en corriente de vapor, son
insolubles en agua y en el destilado, cuando existe, aparecen como
so6lidos pudiendo separarse por filtracion.

En mezcla equimolar, son perfectamente diferenciables por sus
tiempos de retencidon (tabla 3), el acido férmico, acético, isobutirico,
butirico, crotonico, valeridnico y caproico, uniéndose en un sélo pico,
propionico y acrilico, 2-metil-butirico e isovalerianico, tiglico y etil-
acrilico y 2-metil-valeridnico y 4-metil-valerianico.

En los detectores de ionizacion de llama, la respuesta (y por con-
siguiente el area de los picos que aparecen en el cromatograma) es
proporcional a lo que se denomina ‘“factor carbono” y que es carac-
teristico de cada componente, por depender fundamentalmente del
numero de atomos de carbono susceptibles de oxidaciéon. Es mucho
mas sencillo para analisis de rutina realizar un calibrado de la cro-
matografia con patrones conocidps.

Asi lo hacemos nosotros e, incluso, se puede prescindir de la
medida del area, utilizando la altura del pico como factor de pro-
porcionalidad. En la grafica 3, se observa que, existe una relacion li-
neal entre la cantidad de acido inyectado (volumen de la muestra
igual a 10 microlitros) y la altura de pico. Claro est4, que el factor de
proporcionalidad es diferente para cada acido y el calibrado ha de
hacerse con cada uno de ellos. En la tabla 4 se expresa este factor
como la cantidad de acido graso volatil (nanoequivalentes o0 micro-
gramos) necesario para elevar el pico a 10 mm. de la base y en las
condiciones en que se han realizado las experiencias.

Una vez calibrada la fase cromatografica del método, se proce-
di6 a contrastar la fase de preparacion de la muestra por destilacion
en corriente de vapor. Se partido de 100 microequivalentes de cada
acido en 5 ml de solucién acuosa, destilando en el dispositivo de la
grafica 1, hasta obtener 50 ml. de destilado y acidificando la mues-
tra con 1 ml. de acido fosférico concentrado.
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De la misma forma se procedié a determinar el porcentaje de re-
cuperacion en la destilacion sobre fosférico. Esta segunda destila-
cion se realiza en un matraz erlemmeyer de 25 ml. y, para evitar es-
pacios muertos, el refrigerante se construyé con un tubo capilar de
3 mm. de didmetro interior y camisa de refrigeracion de 10 cm. de
largo.

En la tabla 5 se exponen los resultados encontrados. En géneral,
la destilacion en corriente de vapor es cuantitativa, siempre que el
volumen del destilado sea 10 veces mayor que el volumen de la
muestra. El acido acético requiere para su completa recuperacion, un
volumen de destilado 15 6 20 veces mayor. Su inconveniente es la
dilucién que experimenta la muestra. Puede alcalinizarse el desti-
lado y evaporar a sequedad, disolviendo después en pequefio volu-
men para alcanzar la concentraciéon idonea, para su inyeccion en el
cromatografo. Esto presupone la introduccion en la columna de sa-
les alcalinas, lo que reduce el periodo de utilizaciéon de la misma.
Cuando no se requiera una recuperacion absoluta, es preferible una
segunda destilacion en las condiciones indicadas.

En la gréfica 4 se presenta un cromatograma, de una mezcla, en
cantidades equimolares de los 14 acidos grasos ensayados y obteni-
do en las condiciones experimentales descritas.

RESUMEN

Se ha estudiado un método de identificacion y determinacion de
acidos grasos volatiles, por destilacion en corriente de vapor y cro-
matografia gaseosa. Son perfectamente diferenciables los acidos de
la serie normal, acético, propibnico, butirico, valeridnico y caproico,
asi como los derivados del butirico, isobutirico y croténico. No se
separan entre si los iso-derivados del valerianico, 2-metil-butirico e
isovalerianico, ni los insaturados derivados del mismo acido: tiglico
y etilacrilico. Tampoco se diferencian entre si los derivados del aci-
do caproico: 2-metil-valeridnico y 4-metil-valerianico.



